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국국국문문문요요요약약약
유유유방방방암암암 환환환자자자에에에서서서 ppp555333유유유전전전자자자 돌돌돌연연연변변변이이이의의의

임임임상상상 및및및 병병병리리리학학학적적적 특특특징징징과과과의의의 연연연관관관성성성 및및및 예예예후후후 인인인자자자로로로서서서의의의 가가가치치치

배배배경경경:::
유방암은 현재 우리나라에서 여성의 악성 암 중 가장 높

은 빈도를 나타내는 악성종양으로 그 빈도가 점차적으로 증가되
고 있다.최근에는 유방암의 발생 및 경과에 관련된 종양 유전
자와 종양 억제유전자에 대해 예후 인자로서의 유용성에 대한
분자생물학적 연구가 활발히 행하여지고 있다.유방암에서 p53
의 변이는 약 20-40%로서 보고 되고 있으며 정상적인 p53의 기
능이 소실되면 환자의 예후와도 밀접한 관계가 있는 것으로 알
려져 있다.

대대대상상상 및및및 방방방법법법:::
본 연구에서는 2003년 6월부터 2006년 3월까지 영동세브

란스 병원에서 침윤성 유방암으로 진단된 188명의 환자,192예
의 신선조직 및 파라핀 포매조직을 채취하여 기존의 면역조직화
학 염색법과 SingleStrandConformationPolymorphism(SSCP)
방법과 비교하여 민감도와 특이도가 96%에서 100%로 더욱 높
고 시간 및 경제적으로 절약되는 Polymerasechain reaction
(PCR)-Denaturing HighPerformanceLiquidChromatography
(DHPLC)-염기서열 분석방법을 이용하여 exon5에서 9까지의
p53유전자 변이 양상을 확인하고 변이에 따른 유방암 환자의
임상 및 병리학적 특징과의 연관성을 알아보고자 하였다.또한
조직학적 예후 인자와의 상관관계를 비교하고 변이군과 대조군
과의 생존율을 비교 분석하여 예후 인자로서의 가치를 연구하였
다.
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결결결과과과:::
총 192예 중 40예(20.8%)에서 p53 유전자 exon 5에서

exon 9 범위 내에서 변이가 일어났고,exon 5 변이가 16예
(40.0%)로 가장 많았다.서구인에서 주로 codon248,273에서
많은 변이 빈도를 보였던 것과는 다르게 codon175(4예)에서 가
장 많은 변이가 나타났으며 과오돌연변이(missensemutation)가
25예(62.5%)로 대부분을 차지하였다.DHPLC법에 의한 p53돌
연변이는 면역조직화학 염색법에 의한 변이 양성율(37.0%)보다
낮고 두 결과의 상호간의 일치도는 높지 않았다(kappa일치도,
0.32).p53유전자 변이와 조직병리학적 예후 인자와의 비교에서
는 조직학적 등급과 핵 등급,에스트로겐 및 프로게스테론 수용
체,c-erbB-2,Ki-67등의 인자들과 연관이 있었다.대상 환자
188명 중에서 재발한 환자는 12명(6.4%)으로 최초 재발 부위는
뼈 5예,흉벽 3예,폐 2예,뇌 및 반대측 유방 각 1예의 순이었
다.무병 생존율의 비교에서는 DHPLC방법과 면역조직화학 염
색법 모두에서 p53변이군과 대조군 사이에 통계학적으로 의의
는 없었다.

결결결론론론:::
본 연구에서 DHPLC 방법을 통한 p53 유전자 변이는

20.8%에서 나타났으며 codon175에서 가장 많은 변이 양상을
보였다.조직학적 등급과 핵 등급,에스트로겐 및 프로게스테론
수용체,c-erbB-2,Ki-67등 기존의 예후 인자들과는 관련이 있
었지만 생존율은 차이가 없었다.그러나,보다 많은 대상 수와
장기적인 추적 관찰을 통하여 p53유전자 변이가 독립적인 예
후 인자로서의 가치를 가질 것인지 지속적인 연구가 필요할 것
으로 사료된다.

핵심되는 말 :p53,PCR-DHPLC-염기서열 분석,예후 인자
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유유유방방방암암암 환환환자자자에에에서서서 ppp555333유유유전전전자자자 돌돌돌연연연변변변이이이의의의
임임임상상상 및및및 병병병리리리학학학적적적 특특특징징징과과과의의의 연연연관관관성성성 및및및 예예예후후후 인인인자자자로로로서서서의의의 가가가치치치

<지도교수 이이이 희희희 대대대>

연세대학교 대학원 의학과

김김김 승승승 기기기

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

유방암은 현재 우리나라 여성에서 가장 높은 빈도를 나타내는 악성
종양으로서 2004년 한 해 동안 발생한 유방암환자는 9,668명으로
2003년에 비해 12.3%나 증가하였고 1996년에 비해 2.5배 이상 증가하
였다1.이처럼 점진적인 증가 추세의 유방암의 치료계획을 수립하고
시행하는데 있어서 예후의 예측은 매우 중요하다.유방암의 예후를
결정하는 일차적인 예후 인자들로 종양의 크기,림프절 전이 유무,호
르몬 수용체 유무,조직학적 특성 및 조직학적 등급 등이 주목을 받
아왔다2.최근에는 유방암의 발생 및 경과에 관련된 종양 유전자와 종
양 억제 유전자에 대해 예후 인자로서의 유용성에 대한 분자 생물학
적 연구가 활발히 행하여지고 있다.
p53유전자는 인체에서 17번 염색체 단완 13.1(17p13.1)에 위치하고
약 20kb의 11개의 exon으로 구성되어 있으며 simian바이러스 40에
의해 변형된 설치동물의 세포에서 최초로 발견되었다3.정상에서는
p21,cdc등의 주요한 세포주기 조절인자들과 작용하여 비정상 세포
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의 G1/S주기에서 세포 성장을 억제시켜 손상된 DNA를 회복시키거
나 세포사멸(apoptosis)을 유발시키는데4,이 유전자에서 변이가 발생
하면 정상 p53유전자의 기능이 비활성화 됨으로써 종양 발생에 기여
한다고 알려져 있다5-6.
최근에는 유방암 및 대장암,간,난소,방광,간엽조직(mesenchyme),
중추신경계,폐 그리고 조혈 기관에서 기원하는 악성 종양에서도 이
p53유전자의 변이나 결손이 구체적으로 규명되고,p53유전자 변이
및 결손이 어느 특정 암에서만 일어나는 것이 아니라 인체의 거의 모
든 암종에서 나타나는 가장 흔한 유전자 변이의 한 형태로 인정되고
있다7.
p53의 변이는 11개의 exon중 118codon과 309codon사이,즉 exon
5에서 8사이에서 주로 일어나며8,유방암에서도 이러한 p53유전자 변
이는 정상세포의 악성변화를 일으키고 환자의 예후와도 밀접한 관계
가 있는 것으로 알려져 있으며9-10,p53유전자 변이 및 단백 발현 양
상에 관하여 많은 연구가 이루어지고 있으나 그 결과는 연구마다 상
이하다11-12.
p53 유전자 변이를 확인하기위해 일반적으로 면역조직화학 염색
(Immunohistochemical Stain)법과 Single Strand Conformation
Polymorphism(SSCP)방법이 사용되어 왔다.면역조직화학 염색법은
검사가 빠른 시간에 진행되고 가격이 비싸지 않은 장점이 있는 반면
정확도가 떨어지고 위음성(falsenegative)율이 높으며 안정 단백을 생
산하지 않은 변이는 빠뜨릴 수 있다.SSCP 방법의 경우 민감도
(sensitivity)가 연구자의 경험에 따라 60%에서 90% 정도로 문헌에서
보고되고 있으며 비용이 비싸고 실험방법이 어려워 검사 시간이 오래
걸리는 제약이 있다13. 최근에는 변이를 확인하기 위해 야생형
(wild-type)과 변이 DNA 가닥(strand)사이에 생기는 이형접합체
(heteroduplex)형성을 이용하는 새로운 방법인 Denaturing High
PerformanceLiquidChromatography(DHPLC)검사법이 주목받고 있
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다.DHPLC검사법은 Polymerasechainreaction(PCR)방법에 의해
증폭된 이중가닥의 DNA를 완전히 변성시켰다가 다시 천천히 식혔을
때 형성되는 이형접합체가 동형접합체보다 column에서 머무르는 시
간이 더 짧아지는 점을 이용하여 단 하나의 염기서열의 삽입,제거
그리고 치환 형태의 돌연변이까지 검출할 수 있는 방법으로 민감도와
특이도(specificity)가 96%에서 100%까지 보고 되고 있으며 자동화된
검사 방법으로 검체확인 시간이 5-10분으로 빠르고 1.5kbp까지의 크
기가 큰 가닥의 분석이 가능하며 SSCP방법과 비교하여 경제적으로
절약되는 장점이 있다13-17.
따라서 본 연구에서는 PCR-DHPLC-염기서열 분석방법을 이용하여
exon5에서 9까지의 p53유전자 돌연변이 양상을 확인하고 변이에 따
른 유방암 환자의 임상 및 병리학적 특징과 연관성이 있는지 규명해
보았으며 조직학적 예후 인자와의 상관관계 및 변이군과 대조군과의
무병 생존율 비교 분석을 통하여 예후 인자로서의 가치를 알아보고자
하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...대대대상상상 환환환자자자

2003년 6월부터 2006년 3월까지 연세대학교 의과대학 영동세브란스
병원에서 침윤성 유방암으로 진단된 188명의 환자,192예를 대상으로
신선조직 또는 파라핀 포매조직을 채취하여 분석 대상으로 하였다.

222...방방방법법법

가.조직에서 genomicDNA의 추출
신선조직 또는 파라핀 포매조직에서 약 1mg의 시료를 떼어낸 후

잘게 갈아 Easy-DNATMkit(Invitrogen)를 사용하여 DNA를 추출하고,
DNA의 농도는 25ng/ul로 맞추어 PCR에 사용하였다.

나.PCRamplification
조직에서 추출한 genomicDNA에서 다음과 같은 조건으로 exon

5에서 exon9까지의 PCR 산물을 야생형(wildtype)도 같이 짝지어
얻었다.(Table1.)10xTaqbuffer2uL,100mM dNTPs(each25
mM)0.2uL,Taq.DNA polymerase0.2uL,D/W 13.6uL,Primers
(10pmole,each1uL)2uL,Genomic(template)DNA 2uL를 20
uL의 PCR 반응용액으로 사용하였다. DNA thermal cycler
(Perkin-Elmer,GeneAmpPCR System 2400,USA)에서 주형 DNA
를 95oC에서 5분 동안 변성시켜 완전히 단일가닥 DNA를 만든 후,
94oC에서 10초 동안 변성(denaturation)시키고 62oC에서 10초 동안
primer를 결합(annealing)시키고 72oC에서 15초 동안 중합효소를 이용
하여 새로운 DNA를 합성(extension)시키는 3단계를 40회 반복한 후
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에,마지막으로 72oC에서 5분간 온도를 유지하였다.각 exonPCR산
물 20uL와 동일한 야생형(wildtype)PCR산물을 잘 섞어 95oC에서
5분간 배양한 후 서서히 실온으로 온도를 내렸다.

TTTaaabbbllleee111...PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceeeuuussseeedddtttoooaaammmpppllliiifffyyyppp555333gggeeennneee

다.DenaturingHighPerformanceLiquidChromatography
(DHPLC)

(1)원리
(가)이형접합체(Heteroduplex)형성
PCRproduct를 95oC에서 10분 동안 변성시킨 후에 상온에서 45분

동안 천천히 식혀서 이형접합체를 형성시킨다.
(나)이형접합체와 동형접합체 가닥의 분리

(Separationofheteroduplexandhomoduplexstrands)
Amphilicion을 가진 triethylammonium acetate(TEAA)가 먼저

hydrophobic한 고정상에 흡수되어 고정상 표면이 (+)가 되어 음이온
교환수지와 같이 되고 phosphateion을 가지고 있는 DNA와 결합하고
이것은 더 큰 양전하를 가진 acetonitile에 의해 분리(elution)된다.따
라서 부분적으로 변성된 이형접합체가 동형접합체보다 빨리 분리되
고,또한 가닥이 짧은 것이 긴 것보다 빨리 분리된다.
(다)이동상 (Mobilephase)

SSSeeeqqquuueeennnccceeeooofffppprrriiimmmeeerrr LLLeeennngggttthhh(((bbbppp)))
eeexxxooonnn555forward 5'-ATCTgTTCACTTgTgCCCTg 274

reverse 5'-AACCAgCCCTgTCgTCTCTC
eeexxxooonnn666forward 5'-AgggTCCCCAggCCTCTgAT 197

reverse 5'-CACCCTTAACCCCTCCTCCC
eeexxxooonnn777forward 5'-CCAAggCgCACTggCCTCATC 205

reverse 5'-CAgAggCTggggCACAgCAgg
eeexxxooonnn888forward 5'-TTCCTTACTgCCTCTTgCTT 194

reverse 5'-TgTCCTgCTTgCTTACCTCg
eeexxxooonnn999forward 5'-CgCCgTgCAgTTATgCCTCAgATTC 279

reverse 5'-CCCCCgCCCggCCCCAATTgCAggTAAAAC
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DHPLC의 Gradientsolution으로 A 완충액[0.1M TEAA solution,
pH 7.0]과 B 완충액[0.1M TEAA와 25% acetonitrile,pH 7.00]을 사
용하고,세척용액으로는 C 완충액[8% acetonirile(syringewashing
solution)],D 완충액[75% acetonitrile(DNASepCartridgeUltraClean
andStorageSolution)]을 사용하였다.
(라)고정상 (Stationaryphase)
Column은 alkylatednonporouspoly(styren-divinylbenzene)형태

의 DNASepCartridge(Transgenomic,USA)를 사용하였다.Column
oven온도를 60oC로 맞추고 D 완충액을 0.9ml/min으로 30분 동안
흘려주어서 Column을 세척한 후에 A 완충액과 B완충액을 1:1로 하
여 0.9ml/min으로 60분 동안 흘려주어서 안정화시켜 준다.
(마)분리된 DNA의 검출
변성시키지 않은 시료를 50oC에서 0.9ml/min으로 0.5uL주입하

여 PCR 산물의 상태를 확인한 후에 Columnoven의 온도를 63oC로
맞추고 0.9ml/min으로 0.5uL주입하여 Column을 빠져나온 DNA는
ultra-violetdetector를 이용하여 260nm에서 검출한다.
(2)Chromatogram의 분석
이형접합체가 Column과의 결합력이 더 불안정하기 때문에 동형접
합체보다 빨리 분리되고,결과적으로 chromatogram은 2,3,4개로 분
리되는 형태로 나타나게 된다.온도 1oC 차이에도 chromatogram의
모양이 완전히 달라지기 때문에 가장 적당한 온도를 설정해줘야 하
고,돌연변이가 존재하더라도 helicalfraction의 정도에 따라 돌연변이
의 검출 여부가 결정되므로 helicalfraction이 70-80% 사이가 되도록
gradient를 잡아줘야 한다.
(3)DHPLC 장치는 Transgenomic사 protocol에 따라 작동시킨다.
PCR 산물을 95oC에서 5분 동안 변성시킨 후,약 40분 동안 55oC까
지 천천히 온도를 낮추어 재결합시킨다.이 산물의 분리 상태는
chromatogram으로 컴퓨터 화면에 나타나며 일반적으로 heterogenous
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molecules는 homozygousmoleculespeak앞에 하나의 peak가 더 나
타나며 homozygousmolecules는 하나의 peak만 나타난다.

라.염기서열 분석 (Sequenceanalysis)
비정상적인 peakpattern을 보이는 PCR산물은 Kitprotocol에 따

라 분리하였으며 양방향 염기서열분석을 위해 BigDyeTerminator
CycleSequencingKit와 ABI310GeneticAnalyzer를 이용한다.

333...통통통계계계 분분분석석석
PCR-DHPLC-염기서열 분석방법으로 얻어진 p53유전자 변이와 유
방암의 임상 및 병리학적인 특성과의 연관성을 분석하였고 변이군과
대조군과의 생존율 비교 분석을 시행하였다. 통계처리는 SPSS
version13.0software를 사용하였다.p53유전자 변이와 각 예후 인
자 간에는 카이제곱검정을 통하여 p값이 0.05이하인 경우에 통계적
으로 유의한 차이가 있는 것으로 정의하였다.



-10-

ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...대대대상상상 환환환자자자의의의 특특특성성성
대상 환자 188명에서 192예의 조직을 얻었으며 연령 범위는 26세에
서 85세 였고 평균 연령은 50.0세 이었다.동시성 양측성 유방암환자
5명과 이소성 양측성 유방암환자 6명이 포함되었고 유방보존술 후 잔
존 유방 재발 1명에서는 액와 림프절 절제술을 하지 않았으며 1명의
환자에서는 진단 당시 다발성 전이(골,폐 및 뇌전이)로 항암화학요법
만 시행하였다.AJCC병기 분류에 따라 1기 49예,2기 105예,3기 37
예,4기 1예로 나뉘어졌다.수술은 145예(75.9%)에서 유방전절제술이
시행되었고 조직학적 분류로는 침윤성 유관암이 186예(96.9%)로 대부
분을 차지하였다.원발 종양의 크기는 2cm 이하가 73예(38.0%)였고
림프절 전이가 없는 경우는 99예(51.6%)였다.면역조직화학 검사에서
에스트로겐 수용체(ER)양성인 경우는 114예(59.4%)였고 프로게스테
론 수용체(PR)양성인 경우는 104예(54.2%)였다.c-erbB-2과발현은
면역조직화학 염색법 상 (+++)로 정의하여 58예(30.2%)가 해당되었다.
(Table2.)
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TTTaaabbbllleee222...DDDeeemmmooogggrrraaappphhhiiicccdddaaatttaaaooofffpppaaatttiiieeennntttsss

TM:totalmastectomy
BCS:breastconservationsurgery
IDC:invasiveductalcarcinoma
ILC:invasivelobularcarcinoma

NNNooo...ooofffpppaaatttiiieeennntttsss (((%%%)))
AAAgggeee 20- 4 (2.1)

30- 31 (16.1)
40- 69 (35.9)
50- 49 (25.5)
60- 26 (13.5)
70- 11 (5.7)
>80 2 (1.0)

OOOppp...mmmooodddaaallliiitttyyy*** TM 145 (75.9)
PM 46 (24.1)

HHHiiissstttooolllooogggiiiccctttyyypppeee IDC 186 (96.9)
ILC 6 (3.1)

TTTuuummmooorrrsssiiizzzeee ≤2cm 73 (38.0)
＞2cm,≤5cm 108 (56.3)
＞5cm 11 (5.7)

LLLyyymmmppphhhnnnooodddeee(((LLLNNN))) N0 99 (52.1)
N1 58 (30.5)
N2 24 (12.6)
N3 9 (4.7)

SSStttaaagggeee(((AAAJJJCCCCCC666ttthhheeeddd...)))Ⅰ 49 (25.5)
ⅡA 69 (35.9)
ⅡB 36 (18.8)
ⅢA 28 (14.6)
ⅢB 0 (0)
ⅢC 9 (4.7)
Ⅳ 1 (0.5)

HHHiiissstttooolllooogggiiicccgggrrraaadddeee Ⅰ 55 (32.4)
Ⅱ 86 (50.6)
Ⅲ 29 (17.0)

NNNuuucccllleeeaaarrrgggrrraaadddeee Ⅰ 35 (20.6)
Ⅱ 90 (52.9)
Ⅲ 45 (26.5)

EEERRR Negative 78 (40.6)
Positive 114 (59.4)

PPPRRR Negative 88 (45.8)
Positive 104 (54.2)

CCC---eeerrrbbbBBB222 Negative 134 (69.8)
Positive 58 (30.2)

KKKiii666777 ≤10% 149 (77.6)
＞10% 43 (22.4)

*1case:chemotherapyonly
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222...PPPCCCRRR---DDDHHHPPPLLLCCC---염염염기기기서서서열열열 분분분석석석 결결결과과과
DHPLC검사법에 의해 대상 192예 중 40예(20.8%)에서 p53유전자
exon5에서 exon9범위 내에서 변이가 일어났다.(Figure1.)exon5
변이가 16예(40.0%)로 가장 많았고 exon7변이 10예(25.0%),exon8
변이 7예(17.5%),exon6변이 4예(10.0%),exon9변이가 3예(7.5%)
의 순이었다.또한 과오돌연변이가 25예(62.5%)로 대부분을 차지하였
다. codon 별로는 175 codon에서의 과오돌연변이가 가장 많았
다.(Figure2.)p53유전자 변이와 조직병리학적 예후 인자와의 비교
에서는 조직학적 등급과 핵 등급,에스트로겐 및 프로게스테론 수용
체,c-erb-B2,Ki-67등의 인자들과 통계학적으로 의의가 있었다.면
역조직화학 염색법을 통한 p53 유전자 변이 결과와 비교했을 때
DHPLC검사법에서 양성인 12예(9.9%)가 음성으로 나타났고 DHPLC
검사법에서 음성인 43예(60.6%)에서 양성으로 나타나 통계학적으로
유의한 결과를 보였다.(Table3.)DHPLC법에 의한 p53돌연변이는
면역조직화학 염색법에 의한 변이 양성율(37.0%)보다 낮고 두 결과가
서로 일치도는 높지 않았다(kappa일치도,0.32).(Table4.)
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A.

B. C.

FFFiiiggguuurrreee111...DHPLCChromatogram ofexon5ofp53mutationandsequence.
    A.DHPLCchromatogram A1:mutation,A2:wildtype,A3:wildtype
B.Sequenceofwildtype C.nt475del3bp(inframedeletionofAla159)

FFFiiiggguuurrreee222...Codonsandfrequencyofp53mutation.
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TTTaaabbbllleee 333...CCCooorrrrrreeelllaaatttiiiooonnnsss bbbeeetttwwweeeeeennn ppp555333 mmmuuutttaaatttiiiooonnn aaannnddd ooottthhheeerrr cccllliiinnniiicccooo---
pppaaattthhhooolllooogggiiicccppprrrooogggnnnooossstttiiicccfffaaaccctttooorrrsss

nnn ppp555333mmmuuutttaaatttiiiooonnn ppp---vvvaaallluuueeeNNNeeegggaaatttiiivvveee PPPooosssiiitttiiivvveee
AAAgggeee <40 35 29(82.9) 6(17.1) 0.552

≧40 157 123(78.3) 34(21.7)
OOOppp...mmmooodddaaallliiitttyyy TM 145 116(80.0) 29(20.0) 0.799

BCS 46 36(78.3) 10(21.7)
HHHiiissstttooolllooogggiiiccctttyyypppeeeIDC 186 146(78.5) 40(21.5) 0.202

ILC 6 6(100.0) 0(0.0)
TTTuuummmooorrrsssiiizzzeee ≦2cm 73 62(84.9) 11(15.1) 0.123

＞2cm 119 90(75.6) 29(24.4)
NNN ssstttaaagggeee N0 99 81(81.8) 18(18.2) 0.856

N1 58 45(77.6) 13(22.4)
N2 24 18(75.0) 6(25.0)
N3 9 7(77.8) 2(22.2)

SSStttaaagggeee Ⅰ 49 42(85.7) 7(14.3) 0.460
Ⅱ 105 81(77.1) 24(22.9)
Ⅲ 37 29(78.4) 8(21.6)

HHHGGG Ⅰ 55 49(89.1) 6(10.9) 0.006
Ⅱ 86 66(76.7) 20(23.3)
Ⅲ 29 17(58.6) 12(41.4)

NNNGGG 1 35 34(97.1) 1(2.9) 0.004
2 90 68(75.6) 22(24.4)
3 45 30(66.7) 15(33.3)

EEERRR Negative 78 54(69.2) 24(30.8) 0.005
Positive 114 98(86.0) 16(14.0)

PPPRRR Negative 88 62(70.5) 26(29.5) 0.006
Positive 104 90(86.5) 14(13.5)

ccc---eeerrrbbb---BBB222 Negative 134 114(85.1) 20(14.9) 0.002
Positive 58 38(65.5) 20(34.5)

KKKiii666777 ≤10% 149 124(83.2) 25(16.8) 0.010
＞10% 43 28(65.1) 15(34.9)

ppp555333IIIHHHCCC negative 121 109(90.1) 12(9.9) ＜0.001
positive 71 43(60.6) 28(39.4)

Numbersincells:numberofcase(%)
n:totalnumberofpatients
pvalue:chi-squaretest



-15-

TTTaaabbbllleee444...CCCooorrrrrreeelllaaatttiiiooonnnbbbeeetttwwweeeeeennnppp555333mmmuuutttaaatttiiiooonnnaaannndddppp555333eeexxxppprrreeessssssiiiooonnnbbbyyy
IIIHHHCCCssstttaaaiiinnn

Kappaagreementscorewas0.32,whichshowedfairagreement.

333...DDDHHHPPPLLLCCC검검검사사사법법법 및및및 면면면역역역조조조직직직화화화학학학 염염염색색색법법법을을을 통통통한한한 ppp555333유유유전전전자자자 변변변
이이이군군군과과과 대대대조조조군군군과과과의의의 생생생존존존율율율 비비비교교교 분분분석석석
대상 환자 188명 중에서 재발한 환자는 12명(6.4%)으로 최초 재발
부위는 뼈 5예,흉벽 3예,폐 2예,뇌 및 반대측 유방 각 1예의 순이었
다.DHPLC 검사법의 p53유전자 변이군에서는 3명의 재발 환자가
있었고 면역조직화학 염색법의 p53유전자 변이군에서는 5명이 재발
되었다.(Table5.)수술 후 외래로 내원하지 않은 9명을 제외하고 사
망자는 없었으며 무병 생존율의 비교에서는 두 검사법 모두에서 p53
변이군과 정상 대조군 사이에 통계학적으로 의의는 없었다.(Figure3,
Figure4.)

TTTaaabbbllleee555...RRReeecccuuurrrrrreeennnccceeepppaaatttttteeerrrnnnaaaccccccooorrrdddiiinnngggtttooottthhheeeppp555333mmmuuutttaaatttiiiooonnnaaannndddppp555333
eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn

DDDHHHPPPLLLCCC IIIHHHCCC
ppp555333mmmuuutttaaatttiiiooonnn NNNeeegggaaatttiiivvveee PPPooosssiiitttiiivvveee NNNeeegggaaatttiiivvveee PPPooosssiiitttiiivvveee TTToootttaaalll

NNNooo...ooofffrrreeecccuuurrrrrreeedddppptttsss... 9 3 7 5 12
CCChhheeessstttwwwaaallllll 1 2 1 2
BBBooonnneee 5 4 1
LLLuuunnnggg 1 1 0 2
BBBrrraaaiiinnn 1 1
CCCooonnntttrrraaalllaaattteeerrraaalllbbbrrreeeaaasssttt 1 1

ppp555333 mmmuuutttaaatttiiiooonnn
NNNeeegggaaatttiiivvveee PPPooosssiiitttiiivvveee TTToootttaaalll

ppp555333bbbyyyIIIHHHCCC Negative 109(90.1%) 12(9.9%) 121
Positive 43(60.6%) 28(39.4%) 71
Total 152 40 192
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FFFiiiggguuurrreee333...A Diseasefreesurvivalcurveaccordingtop53mutation.
Kaplan-Meierplotforthediseasefreesurvivalshowsnosignificant
difference(P=0.641)betweenp53negativeandpositivepatients.
Dottedline:p53negativepatients,Solidline:p53positivepatients.

FFFiiiggguuurrreee444...A Diseasefreesurvivalcurveaccordingtop53IHCstain
method.Kaplan-Meierplotforthediseasefreesurvivalshows
nosignificantdifference(P=0.633)betweenp53negativeand
positivepatients.Dottedline:p53negativepatients,Solidline:
p53positivepatients.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

대장암에서 종양 유전자와 종양 억제 유전자의 발견 이후 1990년
Vogelstein등에 의해 다단계 발암기전이 보고되어18 이제는 일련의
유전적 변이들(geneticalteration)로 정상적인 세포성장 조절 기구 및
세포주기가 파괴되어 세포의 지속적인 성장과 증식을 초래하여 악성
종양이 유발된다는 것이 분자 종양학의 기조를 이루고 있다.최근 들
어 분자 생물학의 괄목할 만한 발전으로 p53과 호르몬 수용체
(ER/PR)그리고 c-erb-B2,ras,Ki-67,BRCA,c-myc등이 유방암에
있어서 예후 인자로서의 가치를 알아보기 위해 활발하게 연구되고 있
다.
p53유전자는 인체에서 17번 염색체 단완 13.1(17p13.1)에 위치하고
약 20kb의 11개의 exon으로 구성되어 있으며,유방암에서 약 20-40%
의 발현율로 가장 흔한 변이를 나타내는 유전자로서 정상적인 p53의
기능이 소실되면 환자의 예후와도 밀접한 관계가 있는 것으로 알려져
있다19-20. 기존의 p53유전자의 돌연변이 및 단백 발현에 대한 연구
대부분은 면역조직화학 염색법 또는 SSCP방법을 이용하였으나 면역
조직화학 염색법의 경우 정확도가 80-85% 정도로 떨어지고,SSCP
방법의 경우 면역조직화학 염색법보다는 정확하나 위음성율이 약
5-8% 정도이며 비용이 비싸고 실험방법이 어려워 검사 시간이 오래
걸리는 제약이 있다.최근 주목 받고 있는 PCR-DHPLC-염기서열 검
사법은 민감도와 특이도가 96%에서 100%까지 보고 되고 있으며 상
대적으로 비용이 저렴하고 자동화된 검사 방법으로 시간이 단축되는
장점이 있다13-17. 본 연구에서 PCR-DHPLC-염기서열 검사법에 의한
p53유전자 돌연변이 발현율은 20.8%로 기존의 연구들과 유사한 결과
를 보였다.하지만 면역조직화학 염색법으로 시행한 p53단백 양성율
은 37.0%로 두 검사법 사이에 차이를 보였다.DHPLC 검사법에서
p53유전자 변이가 있는데 면역조직화학 염색법에서 단백 발현이 되



-18-

지 않은 경우가 12예로 frameshift나 과오돌연변이 등의 심각한 돌연
변이는 있으나 만들어진 비정형 단백의 면역성이 떨어져 통상적인 면
역조직화학 염색으로는 검출이 안 되는 경우를 생각할 수 있다.반대
로 DHPLC검사법에서 p53유전자 변이가 없는데 면역조직화학 염색
법에서 단백 발현이 된 경우는 45예로 야생형(wildtype)p53단백이
축적되어 면역조직화학 염색법 상에서만 양성일 수 있으며 소수이나
마 exon5에서 9사이가 아닌 그 이외의 부위에서 변이가 일어날 가
능성이 있다12,15-16.
유방암에서 p53유전자의 변이는 11개의 exon중 118codon과 309
codon 사이,즉 exon 5에서 8 사이에서 90%이상이 일어나며7-8,
Olivier등에 의하면 248,273codon이 가장 호발 하는 부위라고 보
고하였다15.본 연구에서는 175codon에서 가장 많은 p53유전자 변이
가 일어나서 외국 연구 보고와는 다른 양상을 보였다.대상 수가 적
은 관계로 단정 지울 수 없지만 한국인과 서양인 사이에 p53유전자
의 변이 exon양상 및 각 hotspotcodon별 생존율에 차이가 있을
것으로 사료되어 이에 대한 향후 생존율 등을 포함한 추가적인 연구
가 필요하다.Sirvent등은 종양의 크기와 p53유전자 변이가 유의한
관계를 보인다고 보고하였고21,단순히 액와 림프절 전이 유무만을 판
단하였을 때에는 유의한 차이가 없다는 보고들이 있으나9, 22-23, 25,
Pratap등은 림프절 전이의 숫자로 전이 정도를 세부 비교하였을 때
는 유의한 차이가 있다고 보고하였다23.본 연구에서는 종양의 크기
및 액와 림프절 전이와 p53유전자 변이와는 유의한 차이를 보이지
않았고 이는 사용된 조직이 연구자들마다 다르고 p53유전자 변이를
측정하는 방법의 차이에서 기인하는 것으로 사료된다.여러 연구를
통해서 p53 유전자 변이는 호르몬 수용체와 조직학적 등급,
c-erb-B2,Ki-67과 상관관계가 있다고 알려져 있다.Nakopoulou등
과 Salmon등은 호르몬 수용체와 p53유전자 변이와의 역비례 관계
를 보고하였고26-27Philippe등과 Sirvent등의 연구에서 p53유전자
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변이와 높은 조직학적 등급이 연관이 있다고 보고하였다9,21.p53단
백과 c-erb-B2와의 연관성은 Poller등에 의해 처음 연구되었고 p53
변이를 일으킨 종양에서 그렇지 않은 종양에서보다 c-erb-B2의 과발
현이 더 빈번히 관찰된다고 하였으며 다단계인 유방암의 종양화 과정
에서 p53단백은 다른 유전자를 조절함으로써 종양화를 조절하는 중
요한 역할을 할 것이라고 하였다28.본 연구에서는 p53유전자 변이와
기존의 예후 인자인 조직학적 등급 그리고 호르몬 수용체(ER/PR),
c-erbB-2,Ki-67등과 통계학적으로 의미 있는 연관성을 보였다.하
지만 잠재적 예후인자인 p53유전자 변이가 이미 알려진 예후 인자들
인 액와 림프절 전이와 호르몬 수용체 발현 유무,그리고 조직학적인
등급과의 사이에 상호연관성이 있다는 보고22-24와 연관성이 없다는 보
고29-30가 모두 있어 명확하게 결론이 나있지 않은 상태이다.이들의
상호 연관성을 규명하기 위해서는 사용하는 조직과 p53변이 단백 발
현의 양성 기준,p53변이 단백 발현을 측정하는 방법의 표준화가 필
수적이며 PCR-DHPLC-염기서열 방법이 그 역할을 할 수 있다면 수
술 후 보조요법의 결정에 도움을 줄 수 있을 것이다.
Olivier등의 SSCP또는 DHPLC 방법을 통한 1,794명의 유방암환
자들의 p53유전자 변이에 따른 생존율 분석에 따르면 변이군에서 대
조군에 비해 약 60%의 10년 생존율 감소를 보여 불량한 예후를 나타
내었다15.본 연구에서는 무병 생존율의 경우 술후 추적 관찰 기간이
짧고 대상 환자 수가 적어 통계적으로 의미 있는 결과를 얻지 못했지
만 지속적인 추적 관찰과 더 많은 대상군이 축적된다면 p53유전자
변이의 유방암의 예후 인자로서의 가치를 찾을 수 있을 것으로 사료
된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

유방암으로 진단된 188명의 환자,192예를 대상으로 PCR-DHPLC-
염기서열 분석방법을 이용하여 exon5에서 9까지의 p53유전자 변이
양상 및 임상 및 병리학적 특징과의 연관성을 알아보고 조직학적 예
후 인자와의 상관관계를 비교하여 예후 인자로서의 가치를 연구하였
다.총 192예 중 40예(20.8%)에서 p53유전자 exon5에서 exon9범
위 내에서 변이가 일어났고 면역조직화학 염색법에 의한 변이 양성율
(37.0%)보다 낮고 두 결과가 서로 일치하지는 않았다. codon175에
서 4예(10.0%)로 가장 많은 변이가 나타났으며 외국 연구 보고와는
다른 양상을 보였다.한국인과 서양인 사이에 p53 유전자의 변이
exon양상 및 각 hotspotcodon별 생존율에 차이가 있을 것으로 사
료되어 이에 대한 향후 생존율 등을 포함한 추가적인 연구가 필요하
다.p53유전자 변이와 조직병리학적 예후 인자와의 상관관계에서는
호르몬 수용체(ER/PR)음성,높은 조직학적 등급,c-erb-B2과발현,
Ki-67과발현 등의 인자들과 통계학적으로 의의가 있었다.대상 환자
188명 중에서 재발한 환자는 12명(6.4%)으로 무병 생존율의 비교에서
는 DHPLC방법과 면역조직화학 염색법 모두에서 p53변이군과 대조
군 사이에 통계학적으로 의의는 없었다.비록 술후 추적 관찰 기간이
짧고 대상 환자 수가 적어 통계적으로 의미 있는 결과를 얻지 못했지
만 생존율에 있어서는 보다 많은 대상 수와 장기적인 추적 관찰을 통
하여 p53유전자 변이가 독립적인 예후 인자로서의 가치를 가질 것인
지 지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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PPPUUURRRPPPOOOSSSEEESSS:::
p53genemutationsplayanimportantroleinthedevelopmentof

severalcancersandarepresentin20-40% ofallbreastcancers,
contributing to increased genomic instability. Recently, many
studieshaveshownthatp53genemutationisassociatedwithpoor
prognosisinbreastcancerandamajorityofthem havereliedon
immunohistochemical(IHC)stain to assess p53 alterations.The
aimsofthisstudyweretoelucidatetheclinicalvalueofp53gene
mutation as a prognostic factor in breastcancer patients by
comparingwithknownclinicopathologicprognosticfactors.

MMMEEETTTHHHOOODDDSSS:::
Mutationsinexon5to9ofp53wereanalyzedfrom 192tissue

blocksof188primaryinvasivebreastcancerpatientsinYongdong
SeveranceHospitalfrom June2003toMarch 2006by anewly
developed technique called polymerase chain reaction (PCR)-
denaturing high performance liquid chromatography(DHPLC)-
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sequenceanalysis.Theseresultswerecomparedwithotherclinical
and pathologic parameters currently in use forprimary breast
cancerprognosis.Diseasefreesurvivalratewasalsoexaminedto
investigatetheclinicalvalueofp53genemutationasaprognostic
factor.

RRREEESSSUUULLLTTTSSS:::
Mutationsinexon5to9ofp53weredetectedbyDHPLCin40

cases(20.8%)among188patients,whichratewaslessthan37.0%
ofimmunohistochemicalstainmethod.Codon175wasahotspot
codon comparing with codon 248,273 for the other western
studies.Missense mutations were the mostfrequentones (25
cases, 62.5%). There were statistically significant correlation
between p53genemutation and histologicgrade,nucleargrade,
estrogen & progesteronereceptor,c-erbB-2 and Ki-67.Twelve
recurred cases(6.4%) were including 3 local and 9 systemic
recurrences.Neitherp53genemutationbytheDHPLCmethodnor
p53proteinexpressionbytheimmunohistochemicalstain method
showedstatisticalsignificanceinthediseasefreesurvivalrate.

CCCOOONNNCCCLLLUUUSSSIIIOOONNNSSS:::
Thisstudy showed the20.8% mutation rateofp53 geneby

DHPLC methodandthemostfrequentmutationsitewascodon
175.Thismethodcouldbeusedasaprognosticindicatorinthe
managementofbreastcancer.Buttheimpactofp53genemutation
on overallsurvivaland disease free survivalrates should be
evaluatedfurtherwithmorepatientsaccrualandlongterm follow
up.

KeyWords:p53genemutation,PCR-DHPLC-Sequencinganalysis,
prognosticfactor
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